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摘 要 通过 碱 变性 法 提取 线粒体 DNA(mtDNA), 用 地 高 辛 标 记 的 探 针 Southern 杂交 进行 限制 性 酶 切 多 态 
性 (RFLP) 分 析 , 研 究 中 国 福 家 鼠 Rattus norvegicus 3E fe itk. RA Apa T Aw I „Bam HI Bcd T Bgl la 
Cla I „Eco RI „Eco RV „Hin dll. Pou I ~ Sca I fü. Xba IS 12 种 限制 性 内 切 酶 分 析 来 自我 国 8 个 地 区 26 ES 
家 鼠 的 线粒体 DNA, 共 检 出 20 种 限制 性 态 型 {morph) 和 11 种 mtDNA 单 信 型 。 其 中 Bam HI „Eco RV Sa DI 
Bt 工 等 5 种 限制 酶 检测 到 窗 态 性 ,限制 性 态 型 间 差 异 1—2 个 切 点 。 各 单 倍 型 间 的 遗传 想 离 0.002 一 0.014, 平 均 
遗传 距离 0.0095。 根 据 已 发 表 的 资料 ,计算 出 我 国 福 家 鼠 与 实验 大 鼠 之 间 的 遗传 距离 约 0.0087。 结 果 囊 明 我 国 
福 家 鼠 在 mtDNA 水 平 呈 现 广泛 的 种 内 遗传 多 态 性 ,个体 间 、 群 体内 和 群体 间 存 在 一 定 的 遗传 变异 ,群体 内 和 群体 


间 的 遗传 分 化 程度 处 于 相近 的 水 平 


Xt MR, 线粒体 DNA (mDNA), RFLP, 遗传 多 态 性 


中 图 分 类 号 Q959.837 


AZE Rattus norvegicus 是 世界 性 分 布 的 鼠 
类 ,与 人 类 活动 有 密切 关系 ， 其 起 源 和 演化 一 直 是 
兽 类 学 和 进化 生物 学 关注 的 问题 。 关 于 褐 家 鼠 的 起 
源 目 前 尚 存在 争议 。 许 多 学 者 认为 中 国 是 褐 家 鼠 重 
要 的 起 源 地 之 一 (Graaff, 1981; Walker, 1991) , 中国 
地 处 古 北 界 和 东洋 界 ， 在 7 个 动物 地 理 区 广泛 分 布 
褐 家 鼠 。 这 些 不 同 地 理 和 群体 的 遗传 特性 、 群 体 间 的 
遗传 变异 及 其 与 亚 种 分 化 的 关系 很 值得 研究 。 我 国 
学 者 曾 进行 福 家 鼠 血 红 和 蛋白 的 研究 ， 发 现存 在 多 态 
型 ( 周 钻 灿 等 ，1985), 但 血红 蛋白 随 种 群 密度 和 
季节 而 变化 ， 难 以 反映 不 同 褐 家 鼠 种 群 的 遗传 差 
异 ， 这 方面 工作 有 竺 进一步 的 深入 。 

高 等 动物 线粒体 DNA (mtDNA) 分 子 量 小 ， 
拷贝 数 高 ， 一 般 呈 母系 遗传 ， 不 易 发 生 重组 He 
速率 相对 较 快 ， 以 及 具有 广泛 的 种 内 群体 遗传 多 态 
性 等 特点 ， 使 得 线粒体 DNA 分 析 成 为 遗传 多 态 性 
研究 和 动物 进化 学 研究 有 效 的 方法 之 一 (KEF 
等 ，1992)。 国 外 学 者 曾 采 用 线粒体 DNA 的 限制 
性 内 切 酶 分 析 ， 研 究 美国 和 日 本 野生 褐 家 鼠 以 及 实 
XX C3 BUB 3S 46 3859 (Brown 3$, 1981a, b). 
我 们 通过 对 中 国 多 个 地 区 褐 家 鼠 进行 线粒体 DNA 
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的 RFLP AI, 开展 遗传 多 态 性 研究 ， 对 进一步 了 
解 褐 家 鼠 的 种 内 遗传 变异 及 其 与 系统 进化 的 关系 ， 
为 研究 褐 家 鼠 的 起 源 演 化 提供 中 国 方面 的 资料 有 重 
要 的 意义 。 


1 材料 和 方法 


1.1 动物 来 源 

EPEI4R XR 26 只 ,分 别 捕 自 北京 昌平 县 (2 
只 )、 呼 和 浩特 桃花 乡 (2 只 )、 西 宁 市 饲料 仓库 (3 
只 )、 昆 明 市 郊 (2 只 )、 上 海 市 区 (5 HOS B X CS 
只 )、 福 州 市 部 (2 只 ) 和 广州 市 区 (2 只 ) 及 近郊 (3 
只 )8 个 地 区 ,采集 时 间 1996 4E 3 H —11 月 。 取 肝 
脏 , 心 和 肾脏 ,4Y 运输 到 实验 室 后 ,保存 于 -20T 。 
1.2 试 d 

限制 性 内 切 酶 购 自 美国 Life Technologies 公司 
和 德国 Boehringer Mannheim 公司 ,RNase 工 华美 生 
物 技术 公司 产品 ,SDS 为 Serva 进口 分 装 , 地 高 辛 标 
记 和 核酸 检测 试剂 盒 购 自 Boehringer Mannheim 公 
司 , 其 他 试剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 提取 和 纯化 | 

按照 前 文 所 述 方法 进行 (FEEF, 1998), 
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1.4 限制 性 内 切 酶 分 析 

mtDNA 分 别 用 12 种 限制 性 内 切 酶 消化 , 酶 解 
反应 采用 三 家 提供 的 缓冲 液 在 37 亿 下 消化 5~12 
h。0.8% 一 1.0% 琼 脂 精 凝 胶 电 泳 分 离 , 省 化 乙 锭 来 
色 , 紫 外 灯 下 观察 。 当 DNA 量 太 低 ,省 化 乙 镍 染色 
检测 不 出 ,通过 Southern 杂交 分 析 。 
1.5 地 高 辛 标记 的 mtDNA 探 计 的 制备 

从 福 家 鼠 新 鲜 悄 脏 、 肝 脏 提纯 的 mtDNA AR 
制 酶 Ca I 完全 酶 切 成 单一 的 线性 带 ， 酶 解 产物 用 
低 深 点 琼脂 糖 回 收 DNA 方法 进一步 纯化 ( 肖 武 汉 
等 ，1997)。 纯 化 后 的 mtDNA 用 Eco RI 酶 切 成 小 
片段 ，37 亿 消化 过 夜 。 反 应 混合 物 用 酚 : 气 仿 ( 蜡 
RE) 抽 提 1 次 ，2 以 体 积 乙 醇 沉 淀 。 然 后 用 地 高 
辛 标记 制备 mDNA 探 针 ， 具 体操 作 按 DIG DNA 
Labeling Kit 中 的 步骤 进行 。 
1.6 Southern 杂交 分 析 

通过 Southern 转移 将 DNA 从 凝 胶 转 移 至 尼龙 
膜 ,参照 《分子 克隆 实验 指南 }( 萨 姆 布鲁克 等 ,1993) 
中 的 方法 进行 ,在 20x SSC 中 转移 24h Zh. UE 
ÈT 120C EXE 15 —20 min, f DNA HETE 
Es SGETEZRGEdRCMBDKEL AS SETT.GS'C 预 杂 交 4 h， 
换 含有 经 热 变 性 处 理 探 针 的 杂交 液 ,68 科 杂交 16h 


左右 。 杂 交 和 检测 有 具体 多 DIG Nuclei Acid Detec- 
tion Kit 中 方法 。 
1.7 数据 分 析 

酶 切片 段 分子 量 通过 比较 ADNA/Hin di A 
ADNA/Hin dii + Eco RI 酶 切片 段 的 泳 动 率 来 决 
定 。 mtDNA E (E UR] HS] Fr BEJCR HIECRU SC FE B RE , 按 
Nei 等 (1979) 的 公式 计算 。 片 段 共享 度 F= Z2nyy/ 


(nx * ny), 各 单 们 型 间 的 序列 差异 度 或 遗传 距离 P 


=1-|[- F+ (F2*8F)2]72]15, 通过 UPGMA 
分 析 法 构建 单 倍 型 间 的 聚 类 图 。 


2 结果 和 和 讨论 


本 实验 用 Apa T Bam HI .Bgi I Eœ RV, 
Pou ll. Sca I Ava ID. Bd d Eco R T . His din, 
Xba IA Cla 155 12 PRHA UR, HERRAR 
粒 体 DNA 消化 成 1~5 个 片段 ,其 中 Bam HI .Bgi 
I.Eco RV „Sca LA Be 工 等 5 种 限制 酶 出 现 多 态 
性 ,具有 2 个 以 上 的 态 型 (morph) ,其 余 酶 均 表 现 单 
态 。 我 们 把 与 已 发 表 mtDNA 全 序列 的 褐 家 鼠 限 制 
性 态 型 (Gadaleta 等 ,1989; 兰 宏 等 ,1994) 相 同 的 态 
型 定 为 A 型 ,其 余 多 态 型 为 BC 型 。 各 限制 性 片段 
大 小 和 限制 性 态 型 列 于 表 1。 


M1 ARN mDNA 限制 性 态 型 和 片段 长 诬 
Table 1 Mitochondrial DNA restriction morphs and restriction fragment length 


限制 性 态 型 个 体 数 


(restriction morph) (No. of rats) 
Apa I 26 
Aw I 26 
Bam HI -A 14 
Bam HI -B 12 
BIT -A 2 
Bdl-B 24 
Bg I — A 12 
Egi I -B 2 
Bgi 1 -C 12 
Cla I 26 
Eœ RI 26 
Eo RV ~A 24 
Eo RV ~B 1 
Eo RV ~C 1 
Hin dl 26 
Pou lI 26 
Sal-A 23 
Sal-B 1 
Sal-C 2 
Xba I 26 


从 表 工 可 见 , 同 一 限制 酶 态 型 癌 的 差异 在 于 酶 
切 位 点 的 增加 或 减少 , Bam HI ÆR A M B,Bg T 
TM A A B, Eco RV ÆN A f C, Sca 1 458 AMB 
间 均 有 2 个 位 点 的 差异 ,其 余 多 态 限 制 酶 的 态 型 间 


识别 位 点 数 
(No. ol sites) 


限制 性 片段 长 度 水 b 
restriction fragment length’ 


-9 
6.4, 4.2, 2.8, 2.2, 0.7 
15.4, 0.9 
8.6, 3.7, 2.2, 1.3, D.S 
11.3, 3.7, 1.3 
9.1, 3.7, 2.2, 1.3 
10.3, 6.0 


T) da Uo Un D3 us 4 LO t2 d» —— (Q9 4d bà Vn d d NI US W 
e 
t3 
Uu 
Rl 
ua 
5 
tw 
lu 


只 有 1 个 位 点 差异 。 在 单 态 酶 中 只 有 Eco RI 酶 切 
态 型 不 为 A 型 ,而 与 日 本 褐 家 鼠 的 酶 切 态 型 相同 。 
Bam HI -B.Bd I -B.Bg I -B 和 -CEco RV 
-BfÓü-C.Sce I -B8- C 52545 RU POR LEUR. 
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$2 MER mtDNA 的 单 倍 型 及 其 各 地 理 群 的 分 布 
Tabk 2 Mitochondrial DNA haplotypes and geographic distribution 
Fuit Hen PRA MAHER (restriction morph) 
(locality) individuals) (haplotype) Fam HI Bgl EoRY Sal  Bdl EcRI 


西宁 (Xining) A 
RBA (Kunming) 
北京 【Beijing) 

北京 【Beijing) 

上 海 (Shanghai) 
呼和浩特 【Hubhehacte) 
FERES (Huhehaote) 


TN 


MH (Fuzhou) 
西宁 (Xining) 
REFA" 


* Data from Gadaleta et al., 1989. 


35 MER mtDNA PR fol E 39 (8] hE E N 

Table 3 Genetic distance among different mtDNA haplotypes 
PI (haplotype) I 0 Il Iv Y M “M "n K X X NA 
34 
0.26 32 
0.66 0.95 38 
0.32 0.60 0.31 36 
0.32 0.60 0.31 0.66 36 
0.25 0.51 0.56 0.56 0.24 35 
0.50 0.79 1.18 0.84 0.84 0.76 36 
0.58 0.87 20.22 0.23 0.56 0.32 1.11 37 * 
0.87 1.18 0.47 0.49 0.84 0.58 1.42 0.23 3 
9.51 0.62 0.84 0.87 0.50 0.25 1.07 0.80 0.87 34 
0.25 0.51 0.92 0.58 0.58 0.50 0.58 0.84 1.14 0.79 35 
0.49 0.87 1.15 0.82 0.82 0.74 1.00 1.07 40.82 1.02 0.74 38 
X78 ER B0 MIEL Dro MERI OS Fr eR, TARA TERREN FELD CHER (%) [the data on the diagonal 
are the restriction sites detected. The data below the diagonal are the genetic distance or sequence divergence (% ) 
between haplotypes. ]。 


综合 各 限制 性 态 型， 在 中 国 8 个 地 区 26 RE 


3 
* 

Fr to XA rm I Uu p p UA I 0 TO 
EE TE E Rn 
»LBUULBPRPRUULA 
»»000»0090»xU»»- 
»URLPRBORBRRRR»RA 
加 和 和 和 四 着 
> Uu» tU utu w 
> Uu cU UO CU Gnd cni Hn c cd c c2 


£ B4 e Edom m mio UA Ed R2 — 


家 鼠 中 检测 到 11 种 不 同 的 单 倍 型 《限制 性 类 型 )。 ] 
11 种 单 倍 型 在 各 地 理 群 的 分 布 见 表 2， 同 时 列 出 已 " 
ARI PRX BIS mtDNA 单 倍 型 (NA). y 

各 种 单 倍 型 间 的 遗传 距离 如 表 3 所 示 。 图 1 是 vi 
根据 遗传 距离 构建 的 mDNA 单 倍 型 间 UPGMA, 3€ X 
类 图 。 u 

Brown 5&(1981b)38 i 6 种 限制 性 内 切 酶 分 析 ， "n 
FARRE ABCH D 4 种 mtDNA 2578 (3 4i y 
型 ) ,分别 对 应 于 实验 大 鼠 A 型 .B 型 ,美国 褐 家 局 和 NA 
日 本 褐 家 鼠 。DD 型 和 C 型 的 差别 在 于 限制 酶 Hha I » 


多 1 个 位 点 , Eo RI 少 1 个 位 点 (序列 差异 度 
0.996);A 型 和 B 型 与 C 型 之 间 各 相差 2 个 位 点 
(序列 差异 度 分 别 为 0.7% 和 0.9%)。 在 美国 褐 家 鼠 AN 


Fig. 1 UPGMA dendrogram of mtDNA 
中 还 发 现 C1 BE, 与 C 型 相差 1 个 Hin dll 位 点 ( 序 aE d Roeceise 
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列 差 异 度 0.4%)。 进 一 步 通 过 识别 4 个 碱 基 的 内 切 
Bé 上 zf 工 , 将 美国 褐 家 鼠 细 分 成 C2.C3 和 CA 几 种 
类 型 ,序列 差异 小 于 0.5% 。 我 们 分 析 的 结果 ,中 国 
ARKA mDNA 遗传 变异 相当 丰富 ,呈现 广泛 的 种 内 
多 态 性 ,在 26 只 鼠 检 出 11 种 单 悦 型 ,各 地 理 群 体 基 
本 都 具有 其 特异 的 单 迟 型 (除了 昆明 地 区 和 部 分 西 
宁 鼠 ,部 分 呼和浩特 鼠 和 部 分 广州 鼠 分 别 共 有 单 倍 
型 工 和 机 外), 有 些 群 体 不 只 1 种 类 型 ,北京 、 呼 和 洗 
特 和 西宁 地 区 各 检 出 2 种 单 售 型 ,广州 地 区 检 出 3 
种 单 司 型 。 而 且 从 各 单 倍 型 间 的 序列 差异 庆 (0.2 郧 
一 1.4%) 来 看 ,我 国 褐 家 鼠 群体 内 和 群体 间 存 在 一 
定 的 遗传 分 比 ,群体 内 分 化 的 程度 接近 或 相当 于 群 
体 间 的 水 平 。 北 京 群 体内 单 倍 型 卫生 序列 差异 
0.95% :广州 群体 内 单 倍 型 三 和 和 肌 差 异 0.76% , MWA 
VW2:5b 1.1196. 

已 研究 过 多 种 鼠 类 种 内 mDNA 遗传 变异 ,并 以 
单 悦 型 间 的 平均 遗传 距离 P 作为 量度 的 指标 。 大 家 
BAR rottus) P f JJ 0.002 —0.096, 2h X BÀ ( Mus 
musculus )44 个 不 同 亚 种 和 间 的 P f& 0.026 —0.071, XE 
种 内 不 同 地 理 群 的 差异 在 0.4% 左 右 (Yonekawa $, 
1981)。 中 国 宰 家 鼠 各 单 悦 型 间 P = 0.0095 (0.002 
—0.014), 5 Brown 等 (1981a) 分 析 美 国 . 日 本 褐 家 
鼠 和 实验 大 鼠 的 结果 已 为 0.003 一 0.018 十 分 相近 。 
我 们 根据 已 发 表 序列 的 褐 家 鼠 (实验 大 鼠 A 型 ,认为 
来 源 于 欧洲 褐 家 鼠 ) 的 限制 性 态 型 数据 ,计算 出 与 我 
国 褐 家 鼠 的 遗传 距离 0.0086(0.0049 一 0.0115)( 表 
3 中 最 后 一 行 ), 小 于 Brown 等 分 析 的 实验 大 鼠 和 日 
本 褐 家 鼠 之 间 遗 传 距离 (0.016)。 说 明 实 验 大 鼠 与 
我 国 宰 家 鼠 的 关系 比 与 日 本 褐 家 鼠 要 近 得 多 .我国 
A CB, mDNA 遗传 多 态 性 程度 相当 于 美国 、 日 本 神 
家 鼠 及 实验 大 鼠 之 间 变 异 的 水 平 , 为 认识 神 家 鼠 的 
起 源 提 供 新 的 证 据 。 

从 构建 的 UPGMA 聚 类 图 来 看 ,11 种 单 倍 型 基 
本 上 分 成 三 大 分 支 ,亲缘 关系 最 近 的 单 倍 型 亚 与 贿 
最 先 聚 在 一 起 ,遗传 距离 0.0022, 其 次 为 V 与 计 ( 遗 
传 距 离 0.0024) , I 5 XI GR FE EE BE 0.0025) ; Hf 
(Il W RIV LIX 2 — 2o 3, CV , MD X SCI. 
世 ) 和 开 组 成 另 一 分 支 , 单 倍 型 而 与 其 他 类 型 的 关系 
Ju ,平均 遗传 距离 0.090 ,为 一 独立 的 分 支 。 但 是 
对 应 于 地 理 群 体 , 很 难 从 聚 类 图 将 不 同 群 体 进 行 归 
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类 。 一 方面 ,同一 群体 包含 不 同 的 类 型, 而 且 群 体内 
(广州 ` 北 京 ) 的 遗传 差异 与 群体 间 的 差异 相当 。 如 
广州 群体 有 3 种 单 倍 型 (区 、 而 、 难 ) ,分 别 归 在 不 同 
分 支 里 ,其 中 之 一 与 呼和浩特 ,福州 群体 聚 在 一 起 ， 
另 一 与 上 海 群体 相聚 ,第 3 种 类 型 而 为 一 独立 分 支 。 
另 一 方面 ,似乎 样品 地 理 分 布 的 远近 和 遗传 变异 的 
程度 不 大 相关 , 地理 四 离 近 的 样品 和 间 遗 传 差 异 并 不 
维持 在 较 小 的 范围 。Brown 等 (1981a) 研 究 大 家 鼠 
(R.rattus ) 以 及 Avise 等 (1979) 研 究 Peromyscus 
maniculatusc 鼠 都 发 现 类 似 的 现象 。 值 得 注意 的 是 
广州 褐 家 鼠 划 型 与 其 他 中 国 褐 家 鼠 的 关系 比 实验 大 
鼠 还 远 。 造 成 褐 家 鼠 群体 之 间 无 显著 的 遗传 分 化 以 
及 遗传 变异 与 地 理 距 离 不 相关 ,与 褐 家 鼠 的 生活 习 
性 有 很 大 关系 。 一 般 认 为 褐 家 鼠 借 助 于 人 类 活动 ， 
扩散 的 速率 相当 高 ,并 由 于 扩散 和 基因 流 造 成 不 同 
mtDNA 混合 ,从 而 引 人 另 一 地 区 的 mDNA 类 型 。 
但 是 由 较 大 地 理 障碍 相隔 (如 海洋 ) 的 种 群 间 miD- 
NA 的 差异 应 该 是 明显 的 ,因此 比较 不 同 的 大 地 理 区 
域 mtDNA 的 变异 ,可 以 迫 漠 物 种 扩散 的 历史 。 

吴 德 林 (1982) 曾 根 据 形态 性 状 的 差异 认为 宰 
家 鼠 在 我 国 除 台湾 省 以 外 已 分 化 出 4 个 亚 种 ， 分 别 
是 指名 亚 种 【分 布 于 广东 、 海 南 岛 )、 甘 肃 亚 种 
(Hm. TE. HE. nBI OBI. HL. WA 
By. IA, HA ERGO). SedENETR (河北 、 辽 宁 、 
山东 、 苏 北 ) 和 东北 亚 种 ,虽然 我 们 实验 样品 涉及 ' 
指名 亚 种 、 甘 肃 亚 种 和 华北 亚 种 的 分 布 区 域 ， 但 是 
目前 分 析 的 结果 并 没有 反映 地 理 群 体 与 如 上 亚 种 间 
的 对 应 关系 ， 进 一 步 分 析 更 多 和 更 广泛 区 域 的 样 
品 ， 并 结合 形态 数据 进行 综合 系统 地 研究 是 非常 必 
S. 

本 次 研究 的 样品 采 自 全 国 多 个 地 区 ， 由 于 携带 
或 运输 过 程 中 难以 保证 处 于 低温 状态 ， 故 样品 中 
mtDNA 降解 严重 ， 被 小 片段 DNA 污染 明显 ， 得 率 
很 低 ， 限 制 酶 消化 电泳 后 用 EB 染色 难以 分 辩 和 分 
Tr (特别 一 些 醉 切 点 位 点 较 多 的 酶 )。 通 过 South- 
em 杂交 ， 检 测 的 灵 敬 度 大 大 提高 。 对 一 些 不易 获 
取 内 脏 和 组 织 材料 的 样品 ， 采 和 集 血 液 直接 提取 基因 
H DNA, M mtDNA 探 针 杂交 的 方法 ， 可 得 到 满意 
的 结果 。 
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MITOCHONDRIAL DNA POLYMORPHISM OF Rattus norvegicus IN CHINA 


Li Jing-jing 99 PENG Tong-xuP WEN Shuo-yand? XIE Yi-qian® 
(Guangdong Institute of Entomology, Guangzhou 510260 — genet(Zgdei . gis sti . gd en) 
(©The School of Life Science , Zhongshan Uniwersity, Guangzhou — 510275) 


Abstract Twenty-six samples of Rattus norvegicus 
from 8 localities in China were used for the investiga- 
tion of the genetic polymorphism by means of mito- 
chondrial DNA (mtDNA) RFLP analysis. The mtD- 
NA of each sample was digested with 12 restricrion 
endonucleases, Aa I , Ava I , Bam HI , Bc! I , Bei 
I ‚Cla I ‚Eco RI,Eco RV , Hin dll, Pvu IT , Sca 
I and Xba I . The fragment patterns were examined 
by agarose gel electrophoresis or by Southern hy- 
bridization with DIG-labeled mtDNA probe. Twenty 
restriction morphs have been recognized , which can be 


grouped into 11 haplotypes. Extensive mtDNA poly- 
morphism was found between individual animals, 
within and among populations of Chinese R . norvegi- 
cus. Almost each of populations had distinct mtDNA 
haplotype, some with more than one type. The diver- 
gence for the 11 detected haplotypes ranged from 
0.2% to 1.496 , comparable to thar previously report- 
ed for the rats from the United States, Japanese and 
the laboratory type. The findings are helpful for un- 
derstanding rhe dispersion and evolution of this ani- 
mal. 
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